




































own body  tissues by mistake.  It  is a chronic  inflammatory disease which primarily affects  the 
joints in the body. The damage is caused in the joints in the form of inflammations [1]. The main 
parts  affected  by  Rheumatoid  arthritis  are  the  peripheral  joints  which  include  finger  joints, 
wrists, toes and knees. Though this disease is prevalent for a long time the cause of the disease 
is  not  known.  It  is  believed  that  the  genes  present  in  the Major  Histocompatibility  Complex 
region might contribute to the onset of rheumatoid arthritis in one way or another [2] [3] [4]. 
Various  animal models  are used  to  study  the between  rheumatoid  arthritis  and  the genes  in 





fragments,  we  conclude  that  this  protective  phenotypes  comes  from  a  220‐kb  region  in 
chromosome 20  starting  from 3649561  to  3864755;  comprising  approximately more  than  20 
genes like TNF, Lta, Ltb, Aif1, Bat2 and Lst1, a lot of which are potential candidate for  immune 
regulation. Some  of  these  are  much  better  investigated  while  some  are  not  so  well‐known. 
Analyzing  the  20  genes  in  the  congenic  region  for  polymorphism  and  its  comparative  gene 




























































































































Humans are generally prone to various  types of  infections. The cause and origin of  infections 
varies widely which might be air, water till microorganisms. It is more than worthy to say that 
immune  system  is  the  key aspect  for our  survival.  The  immune  system  is  a biological  system 
which possesses a simple but  important  function,  to  fight against  the foreign materials which 
enter  our  body.  For  this  function  the  immune  system  should  be  able  to  distinguish  self 






tries  to  restrict  these  pathogens  from  entering  our  body.  For  example  the  oil  on  our  skin  is 
acidic  and  it  becomes  difficult  for  some  bacteria  to  break  them  and  thrive  in  such  an 
environment.  Chemicals  present  in  the  mucous  membrane  always  prohibit  the  entry  of 
defense. When this  line of defense  is compromised or overpowered the pathogens enter our 
body. At this point of time the second line of defense comes into play.    
The  immune  response  is  of  two  types,  Innate  and  adaptive  immunity.  Innate  immunity  is  a 
naturally  occurring  immunity  which  is  based  on  PAMPs  (Pathogen  Associated  Molecular 
Pattern). Innate immune response can also be referred to as Non‐Specific immune response. In 
the case of  innate  immunity our  immune system acts against any pathogens which enter our 
body.  The  detection  of  PAMPs  evokes  immune  response.  This  leads  to  the  production  of 
proinflammatory  cytokines  and  small mediator’s.  These  act  on  the  pathogens  and  finally  the 
pathogens are engulfed by the Phagocytes. Adaptive immunity is an acquired immunity. It can 







antigen enters  for  second  time  into our body  the memory T Cells  remembers  them and  they 
initiate the production of Antibodies by B‐cells immediately during further attacks [7].  









differentiating  self and non‐self peptides. Our T Cells and B Cells  can  recognize any microbes 
entering our body. At times the T and B Cells recognize self components too. In such a case they 




















So  when  this  tolerance  level  is  broke  it  leads  to  autoimmunity.  Now  the  tolerance  level  is 
broken  down  and  our  immune  system  losses  the  capability  to  differentiate  self  and  non‐self 
peptides.  Here  our  immune  system  recognizes  our  body  peptides  as  foreign  agents  and  act 
against them, which results in the destruction of the peptides. This is termed as autoimmunity 
[13].  The  autoimmunity  may  be  targeted  towards  a  single  organ  or  multiple  organs.  If  the 
autoimmunity affects one organ  it  is  termed as organ specific auto  immunity and  if  it affects 
many organs it is termed as systemic autoimmunity 
1.4 Rheumatoid Arthritis 
One  of  the  most  common  autoimmune  diseases  prevailing  now  is  Rheumatoid  arthritis. 
Rheumatoid arthritis can be defined as a chronic inflammatory auto immune disorder in which 






















The  presence  of  rheumatoid  arthritis  can  be  confirmed  if  the  symptoms  1  to  4  should  be 




with  inflammation  of  the  synovial  membrane.  This 
inflammation occurs in the congestion and edema of the 
synovial membrane. As a result of inflammation there will 
be  increase  in  cell  count  at  this  region  (5000  to  6000 
mm3).  At  this  stage  diagnosis  of  the  disease  through  X‐









Second  stage:  This  leads  to  accumulation  of  synovial 
fluid. This  leads to the formation of pannus. The pannus 
formation  reaches  the  joint  capsule  and  destruction  of 
the bone starts. Now the synovial tissue is inflamed. This 
inflammation  spreads  and  proliferates  more  and  forms 
into  joint cavity. This growth takes place across articular 
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Third  stage:  The  spread  of  pannus  occludes  the  joint 
surface resulting in bone atrophy and misalignment. This 
bone atrophy and misalignment disturb the movement of 
opposite  bones  and  result  in  muscle  atrophy  and 
























Almost  1  %  of  the  world  populations  are  affected  by  Rheumatoid  arthritis.  From  the  past 
studies  it  is  believed  that  Native  American  populations  like  that  of  Pima  Indians  are  highly 
susceptible to rheumatoid arthritis [15]. The disease is believed to be less prevalent in Asia and 









speculated  that  the  onset  of  the  disease  might  be  induced  by  microorganisms  like  virus, 
bacteria  [5]  and  fungi.  It  is  also  believed  that  hereditary  factors  also  play  an  important  role. 





the  previous  exposure  [21].  The  pathways  involved  in  the  complement  cascade  are  classical, 
alternate and lectin pathway. Activation of classical pathway involves the presence of antigen‐
antibody  complex  and  lectin  pathway  gets  initiated  in  the  presence  of  membrane  binding 
lectins. But the activation of alternate pathway requires the presence of unstable complement 
factor  C3.  The  activation  of  the  complement  system  leads  to  the  formation  of  C3  and  C5 
convertase  which  inturn  recruits  other  complement  factors  like  C5b,  C6,  C7,  C8  and  C9  to 
assemble Membrane Attack Complex (MAC).  
This complement system is like a sword which is sharp at both edges. Excessive activation of the 
complement  leads  to  various  disease  like  rheumatoid  arthritis,  glomerulonephritis,  multiple 
sclerosis  and  other  inflammatory  diseases.  In  order  to  prevent  the  excessive  activation 
complement  inhibitors  are  needed.  The  four  main  complement  inhibitors  are  proteinase 
inhibitor,  serum carboxypeptidase N  inhibitor, CD59  inhibitor and  inhibitors which acts on C3 
and  C5  convertase.  Out  of  the  four  Proteinase  inhibitors  are  generally  C1  inhibitors  which 
inhibits C1. Serum carboxypeptidase  inhibitors acts on anaphylotoxins produced  from C5 and 
C3. CD59 inhibitor acts on the Membrane Attack Complex and inhibits them [60].  
In  patients  suffering  from  rheumatoid  arthritis  a  large  number  of  T  and  B  cells,  mast  cells, 
macrophages and granulocytes are present  in  the synovial  lining of  the affected  joints. These 
infiltrated  activated  macrophages,  mast  cells  and  granulocytes  can  cause  joint  erosion.  The 
synovial  fluids  of  the  patients  suffering  from  RA  show  high  level  of  C4  and  C5  complement 




of Bb  fragments which are generally produced during  the  formation of C3 convertase can be 
observed. It is still not clearly known which of the three pathways that play a significant role in 
rheumatoid arthritis.  















Rheumatoid  factors act against  the Fc  region  IgG. RF can be  IgA,  IgG and  IgM. But  the major 
isotype  is  IgM.  IgM‐RF  is  generally  found  during  normal  immune  response  too.  So  it  will  be 
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found in normal healthy person, but at low affinity. In case of RA patient’s high level of IgM‐RF 
is  found.  Some  studies  suggest  that  IgA‐RF  is  more  specific  as  RA  markers  [18].    Anti‐
Citrullinated  Protein  Antibodies  (ACPA)  are  antibodies  which  recognize  the  citrullinated 
epitopes. Filaggrin  is a protein expressed  in squamous epithelial cells.  It  is  in this protein first 
citrullinated  epitope  was  identified  [19].  Other  ACPA  are  Antiperinuclear  factor,  antikeratin, 




Studies  show  that  smoking  and  infections  play  a  major  role  in  the  aeitology  of  rheumatoid 
arthritis.  Microorganisms  like  Mycobacterium  tuberculosis,  Parovirus  B19,  Epstein‐Barr  virus 
(EBV) and Escherichia coli can act as triggers for Rheumatoid arthritis, although the results are 
not consistent  [29‐34]. We should understand that these environmental  factors somehow act 
as  a  trigger,  but  they  are  not  directly  involved  in  disease  process.  The  peptide  sequence  of 
some  viruses  and  bacteria  are  almost  identical  to  the  specificity  of  some  autoantibodies.  So 
when these organisms enter our system an immune response is evoked. The immune response 
produced  cross  reacts  with  that  of  autoantigens  and  is  referred  to  as  as  antigen  mimicry. 











activating  the  synovial  fibroblast. The  increase  in T‐cell population means  that  the T‐cells are 
activated  by more  than  one  pathway  [52].  The  T‐cells  are  triggered  by  professional  Antigen 
Presenting Cells  like dendritic  cells  and Macrophages.  B‐cells  can  also perform as  an Antigen 
Presenting Cells (APC) which activates the auto‐reactive T‐cells. T helper Cells are divided into 
two  types  referred  to  as  Th1  helper  Cells  and  Th2  helper  cells  [58].    Type  1  helper  Cells  on 
stimulation produce IL‐2, Interferon gamma and Tumor Necrosis Factor (TNF). These cytokines 
activate macrophages and initiate cell mediate immunity. On the other hand type 2 helper cells 
stimulate  the  production  of  IL‐4,  IL‐5,  IL‐10  and  IL‐13  cytokines.  These  cytokines  initiate  the 







 B‐cells  also  produce  antibodies  against  citrullinated  protein  [54].  The  immunoglobulin 
receptors present in the B‐cell can bind to even low level of antigen present. Once this antigen 
is  bound  it  is  degraded  into  antigenic  peptides.  The  antigenic  peptides  are  presented  in  the 
groove of the HLA‐DR4 molecule, which  inturn activates the T‐cell, which  inturn contribute to 
the pathogenesis  factor. A  large amount of pro and anti–inflammatory cytokines are found  in 
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1.13 MHC 
One region  in our genome which  is consistently  linked with  rheumatoid arthritis  is  the Major 




HLA‐DP  and HLA‐DQ  loci  encodes  the   and   chains  of  different MHC  II  genes.    The MHC  III 
region  is  present  between  the MHC  II  and MHC  I  regions.  The MHC  complex  is  a  gene  rich 
complex and it contains 220 genes out of which many are involved in immune regulation [55].  






synovial  lesions  [56]. Much  research  is  concentrated  towards  the  genes  present  in  the MHC 
region  which  might  prove  to  be  an  important  candidate  in  influencing  the  disease.  A  study 








microsatellite markers which covered 3.6Mb of  the MHC. This  included 5 TNF SNP’s  in  them. 
But  the  study  failed  to  establish  any  Linkage  Disequilibrium  with  DRB1  alles  which  was 
confirmed in a study by Okamato et al. [62].  




















In  case  of  Oil  Induced  Arthritis  (OIA),  arthritis  is  induced  by  injecting  Incomplete  Freunds 














Pristane‐Induced  arthritis  (PIA)  in  rats  fulfills  the  criteria  necessary  for  diagnosis  of  RA  in 
humans. Pristane induced Arthritis in rat is induced in susceptible strains such as DA rat by an 
intradermal  injection  of  non‐antigenic  pristane  oil  (2,  6,  10,  14‐tetramethylpentadecane) 
resulting  in  development  of  severe  relapsing  arthritis  disease  course  with  an  erosive  and 
symmetric destruction of peripheral  joints after two weeks [46]. The PIA rat model resembles 
the  human  disease  such  as  development  of  symmetrical  disease,  presence  of  serum 
rheumatoid  factors,  radiographic  changes  and  chronicity.  PIA  is  also  T  cell  driven  and 










The animal model used  in my study was  the Oil  Induced Arthritis  (OIA)  in Rats. The adjuvant 
used to induce the disease is mineral oil.  
In  our  study  the  main  focus  is  on  the  rat  strain  DA.1HR56T.  DA.1HR56T  is  a  congenic  rat. 
Congenic  strains  are  generally  produced  by  repeated  backcrossing  of  F1  generation  animals. 
During such backcrossing a part of the genome from one strain is  introgressed on the genetic 
background of the other strain. DA.1HR5T strain developed less severe disease when compared 
to  other  rat  strains.  This  particular  rat  strain  DA.1HR56  carries  a  MHC  class  III  congenic 
fragment.  Different  sub  congenic  fragments  like  DA.1HR5,  DA.1HR4,  DA.1HR7,  DA.1HR2  and 
DA.1HRT  have  been  tested  and  we  believe  that  the  protective  phenotype  comes  from  the 
DA.1HRT  congenic  fragment. Recently  two more  congenic  strains were obtained: DA.1HR56A 
and DA.1HR56B. 
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3. Objective: 














The gestation period of  rats differ between 21‐23 days. As  soon as  the pups were born  they 
were toe marked. The toe marking was done to find new recombinants. Toe marking was done 





















The  biopsies  taken  were  centrifuged.  In  order  to  separate  the  DNA  from  the  tissue  diluted 
NaOH was added to the PCR plates. Now the tissues were boiled at 95 degree for 90 minutes. 
Tris HCl was added to the plate (Tris Plate).  PCR reaction was set up using the sample from the 
Tris  plate.  For  every  strain  there  were  different  primers  to  be  tested.  These  primers  were 
designed and validated previously. For DA.HR56T strain the primers to be checked were 8, 12 
and  13.  The  primer  names were  given  based  on  their  location  in  the  fragment.  The  primers 
were given name in increasing order from the telomere. PCR amplification was done. The PCR 
product was diluted. The diluted PCR product was added to formaldehyde and Liz 600 standard. 
Now  the plates were denatured using  a PCR machine and  later  kept  in ABI3730 machine  for 
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5.4 Designing Primers: 
The  sequence  information was obtained using  the UCSC database  (http://genome.UCSC).  For 
each gene at least 2 sets of forward and reverse primers were designed based on the length of 
the gene. The obtained genome sequence from the UCSC database was copied and pasted  in 
the  space provided  in  the primer 3 website  (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).  This  program 








It was  important  to make sure  that  the primers overlap at  least 100 bp and  the PCR product 
was  no  longer  than  600  bp. We  should  also make  sure  that  there were  enough  nucleotides 
before and after our sequence of interest, which means at least 80 bp.  
5.5 Checking our primers and templates: 
It was  absolutely  necessary  to  check  both  the  primers  and  the  templates.  This was  done  by 
amplifying  the  templates using  the primers designed. Then the amplified product was  run on 
gel electrophoresis. Appearance of band confirms  the quality of  the  template and primers.  It 
was good to use the same Taq, water and buffers that we intend to use later for sequencing. 
























and  Reverse  primer.  It was  always  advisable  to  use  duplicates  or  triplicates.  The  reason was 
even  if  amplification was not  good  in one well,  the amplification  from  the other well  can be 
considered for analysis. The amplified products were run in Gel Electrophoresis.  





















genes  in  the  fragment were  in  the order Lta, Tnf, Ltb, Lst1, Ncr3, Aif1, Bat2, Bat3, Apom, G4, 
Bat4, Csnk2b, Ly6g5b, Ly6g5c, Bat5, Ly6g5f, Ly6g5e, Ly6g5d, Ly6g6c, G6b, and Ddah2. Out of all 



























HR56T  A  T  C  A  A  T  A  T  C  G 
HR56A  A  T  C  A  A  T  G  G  G  A 
HR56B  G  C  T  G  G  C  A  T  C  G 







































Ly6g6f           
HR56A           
                                     






                            HR56B Figure 9 ‐ HR56T, HR56A & HR56B fragments with the genes 
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While  running  the  sequencing  experiment  all  the  four  strains HR56T,  HR56A, HR56B  and DA 
were sequenced with the sets of primers designed. By including HR56T and DA it’s easy for us 
to  compare  whether  that  particular  position  lies  in  the  fragment  or  not.  The  nucleotides  at 
various positions were closely studied. From the above table we can conclude that the border 
lies  between  3805744  and  3808884.  This  shows  that  the  gene  Ly6g6f  was  in  the  HR56A 
fragment and Ly6g6e was in the HR56B fragment. It was also important to make sure that the 
entire  Ly6g6f  gene  was  in  the  HR56A  fragment  and  entire  Ly6g6e  gene  was  in  the  HR56B 
fragment. The gene position of Ly6g6f starts at 3801118 and extends till 3806163. Similarly the 
gene position of Ly6g6e starts at 3808707 and extends  till 3810443. The nucleotide positions 
close  to  that  of  3806163  and  3808707  were  checked  and  it  was  confirmed  that  the  entire 




in  the  HR56B  fragment.  Later  experiments  can  be  carried  out  to  find  out  whether  both  the 
strains are resistant to Oil Induced Arthritis or not. If either of the strains is not resistant to the 
disease then we can ignore the genes present in those fragment and concentrate more on the 
genes present  in  the other  fragment as we will be  sure  that  the protective phenotype  lies  in 
that fragment. But if both fragments show resistance to the disease it makes our work difficult 
as  it will have more than one meaning.  It might mean that  the protective phenotype may be 
provided by more than one gene which is present  in both fragments.  If we find out that both 
fragments  not  confer  resistance  to  the  disease  then  it  leads  to  the  suggestion  that  the 
combination of more than one gene might be responsible for the protective phenotype.  
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6.4 Validating primers 
This was the most  time taking part of  the experiment. Validation of  the ordered primers was 
the  most  time  taking  task  of  the  experiment.  It  was  absolutely  necessary  that  a  validation 
experiment was done to test both primers and template quality. According to the ABI manual, a 
primer  titration  test  should  also  be  performed  in  order  to  check  for  optimal  primer 
concentration.  However,  a  primer  titration  was  normally  not  necessary  and  should  only  be 
done when qRT validation was okay but  the efficiency does not  reach 100 % and  the  reason 
cannot be addressed to the template.  
The primer tubes were centrifuged so that the  lyophilized primer gets settle  in the bottom of 








to  be  checked. While  checking  the  result  in  the  system  if  all  the wells  are  in  green  colour  it 







we  would  assume  that  the  primer  efficiency  was  not  good.  In  order  to  avoid  it  the  house 
keeping genes were also included.  The reaction also needs to contain a non‐template control 
(NTC),  that  is  a  PCR  reaction  with  water  instead  of  cDNA  template  to  check  for  unspecific 




immediately.  It was  also  necessary  to  check  that  the  tube  only  contained  lymphnode. While 
removing  lymph nodes  from the  rats  there were high chances  that  it might contain  some  fat 
along with the  lymph node.    In such case  it was  important to remove the fat  from the  lymph 




from  the  lymphnodes.  The  mRNA  concentration  was  measured  using  Nanodrop  and  the 
A260/280  should  be  around  2.0  to  2.2.  Then  the  extracted mRNA was  stored  in  ‐80  degree 
freezer. 
6.6 cDNA synthesis: 












took quite a  long  time. As  there were 53 pairs of primers  to be validated and some problem 
with  the 10th,  11th  and 12th  columns of  the ABI7900Ht machine. As we were using  triplicates 




for  testing  some  cytokines  in  immunized  samples  were  designed  and  ordered  beforehand. 
Those primers were tested well ahead of my project start. When all the primers were approved 
the  gene expression  analysis was done  in ABI7900HT.  In  case of  samples  from naïve  animals 
only the genes were tested. But in case of samples from immunized animals also expression of 
cytokines  like  IL4,  IL17A,  IL10,  IL12A,  IL6,  GATA3  and  TNF‐α were  tested.  Again  to  study  the 




run.  Ct  value  represents  the  PCR  cycle  at  which  the  SDS  software  first  detects  a  noticeable 








expression  between  DA  rats  and  DA.HR56T  rats.    In  the  case  of  G4  two  primers  1014  and 
primers  1043  shows  significant  difference  in  gene  expression.    With  regards  to  Ncr3  gene 
primer 1006 shows significant difference in gene expression.  
G 4   Im m u n iz e d   1 ‐ 1 0 1 4

























G 4   Im m u n iz e d   2 ‐ 1 0 1 4

























G 4  N a iv e ‐ 1 0 1 4


























G 4   Im m u n iz e d   1 ‐ 1 0 4 3























G 4   Im m u n iz e d   2 ‐ 1 0 4 3
























G 4  N a iv e ‐ 1 0 4 3
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N c r3   Im m u n iz e d   1 ‐ 1 0 0 6
























N c r3   Im m u n iz e d   2 ‐ 1 0 0 6
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NCR stands  for Natural Cytotoxicity receptors. NCR3  is a human NK cell  receptor. NCR3 has a 
significant cytotoxic function including antitumor responses as it was directly involved with NK 















HR56A  fragment we believe  that  the other  fragment not was  involved  in  the  resistace  to  the 
disease.  As  a  profound  gene  expression  difference  exists  with  NCR3,  we  can  proceed  by 




of  errors  were  minimized.  Repeated  backcrossing  will  lead  to  the  formation  of  more  sub 
congenic fragments which will make this research more interesting.  




In  case  of  qPCR  it  is  important  to  validate  that  the  cDNA  extracted  from  the  lymph 
nodes are good. The normalizing is done by the housekeeping genes. The house keeping 
genes selected by us are β‐Actin, Arbp and Hmbs. 





















































     Bat2  TCGAAGCCAGCCCAGCGGAA  TTTGGGGCTGGGGGTGTGGT 
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